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(57) Abstract: The invention relates to a method for calibrating and/or validating a system for performing a microarray experiment, 
in addition to a microarray, and a kit therefor. The inventive method comprises the following steps: a) a microarray is prepared, 
said microarray comprising at least one first measuring point containing probe molecules (PM) that are complementary to the target 
molecules and can form, with the target molecules, hybrids that have a melting temperature Tm(PM), and at least one second measur- 
ing point containing probe molecules (MMl) that are partially complementary to the target molecules and can form, with the target 
molecules, partial hybrids that have a melting temperature Tm(MMl); b) target molecules are provided, that are complementary to 
probe molecules (PM) in at least one first measuring point of the microarray; c) a hybridisation experiment is performed with the 
microarray and the target molecules, with variation of a defined parameter; and d) the signal intensities are determined according to 
the variation of the parameter. The parameter value at the maximum difference between the signal intensities of the first and second 
measuring points is the parameter value for which the system is approximately in equilibrium in relation to the hybrids in the first 
measuring point, and according to which the system is calibrated. 



(57) Zusanunenfassung: Die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Kalibrieren und/oder Validieren eines Systems zum Durch- 
^ fiihren eines Mi kro array -Experimentes und ein Mikroarray und ein Kit hierfiir. Das erfindungsgemaBe Verfahren umfasst folgende 
Schritte: a) Bereitstellen eines 

[Fortsetzung aufder ndchsten Seite] 
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Mikroarrays mit - zumindest einem ersten Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekiilen (PM), die komplementar zu Ziel- 
molekiilen sind und die mit den Zielmolekiilen Hybride aus-bilden konnen, die eine Schmelztemperatur Tm(PM) aufweisen. - 
zumindest einem zweiten Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekiilen (MMl), die unvollstandig komplementar zu den Ziel- 
molekiilen sind und die mit den Zielmolekiilen Fehlhybride ausbilden konnen, die eine Schmelztemperatur Tm(MMl) aufweisen, 
b) Bereitstellen von Zielmolekiilen die zu Sondenmolekiilen (PM) in einem oder meh-reren ersten Messpunkten des Mikroarrays 
komplementar sind, und c) Durchfuhren eines Hybridisierungsexperimentes mit dem Mikroarray und den Ziel-molekiilen bei Vari- 
ierung eines bestimmten Parameters, d) Feststellen der Signalintensitaten in Abhangigkeit der Veranderung des Parame-ters, wobei 
der Parameterwert bei dem maximalen Unterschied zwischen den Sig-nalintensitaten der ersten und zweiten Messpunkte der Param- 
eterwert ist, bei dem das System beziiglich der Hybride in dem ersten Messpunkt annahemd im Gleichgewicht ist, und auf den das 
System kalibriert wird. 
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Verfahren zum Validieren und/oder Kalibrieren eines Systems zur Durchfiih- 
10 rung von Hybridisierungsexperimenten, Mikroarray und Kit hierfur 



Die Erfindung betrifft ein Mikroarray, ein Kit und ein Verfahren zum Validieren 
15 und/oder Kalibrieren eines Systems zur DurclifOhrung von Hybridisierungsexperi- 
menten. Insbesondere betrifft die Erfindung ein DNA-i\/lil<roan-ay, ein entsprechendes 
Kit und ein entsprecliendes Verfafiren. 

Der grundsatzliche Aufbau von DNA-Milcroan^ays geht zum Beispiel aus der EP 476 
20 014B1,EP619 321 B1,EP386 229B1 undEP373 203B1 hervor. 

Hierbei sind FSngersonden an einem Substrat fixiert. Jede Fangersonde waist eine 
bestimmte Sequenz auf. Aus einem Probengemiscfi, in dem sicfi !<omplementare 
Strange von Nul<leinsauren befinden, warden nach dem Sdnlussel-Sciiloss-Prinzip 
25 einzelne Strange von Nul^leinsauren herausgefangen, in dem sie mit den l<omple- 
mantaren Fangersonden hybridisieren. 

Ein System zur Durcfifulirung von Hybridisierungsexperimenten umfasst eine Vor- 
riclitung, Reagenzien (Puffer, Wasclnlosung) und bestimmte Verfalirensscliritte (Ap- 
30 plizieren der Probe, Hybridisieren, Wascfien). 

Zur Durchfulirung von Hybridisierungsexperimenten gibt es eine Vielzahl unter- 
schiedliclier Vorriciitungen, die in der Regel eine temperierbare Hybridisierungsl^am- 
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mer aufweisen, in der das Mikroarray angeordnet wird und mit der Probe und weite- 
ren Reagenzien benetzt wird. 

So geht aus der DE 100 50 943 A1 eine entsprechende Hybridisierungskammer her- 
5 vor, in weicher mittels zweier benaciibart angeordneter GefaCe, die mit der Hybridi- 
sierungskammer kommunizieren, eine zyklische Bewegung des Probenmateriais auf 
dem Array ausgefuhrt werden kann. 

Die EP 1 132 485 A2 besciireibt eine weitere Hybridisierungsvorrichtung mit einer 
1 0 Hybridisierungskammer. Diese Hybridisierungskammer besitzt eine transparente Ab- 
deckung. Es ist eine Vorriclntung vorgesehen, mit der wahrend des Hybrldisierungs- 
vorganges durcli die transparente Abdeckung hindurch die einzelnen Spots auf dem 
Array abgetastet werden. Es ist eine Temperiereinrichtung vorgesehen, die derart 
ausgebildet ist, dass das Array auf unterschiedliche Temperaturen temperierbar ist. 
1 5 Wafirend eines Messlaufes wird die Temperatur variiert und das Array bei unter- 
scliiedlichen Temperaturwerten abgetastet. Hierdurch sollen alle Spots zu Idealen 
Bedingungen erfasst werden. 

Aus der EP 1 148 1 19 A1 geiit eine weitere Hybridisierungsvorrichtung hervor, bei 
20 weicher die Hybridisierung mittels eines elektrlschen Feldes beelnflusst werden soli. 

In der US 2003/0162283 A1 ist eine weitere Vorrichtung zum Hybridisieren beschrie- 
ben, bei der eine Hybridisierungskammer vorgesehen ist. Die Hybridisierungskammer 
ist Bestandteil eines Kreislaufes, in dem eine Pumpe angeordnet ist. In diesem 
25 Kreislauf kann das Probenmaterial kontinuierlich umgewalzt werden, so dass die 

Hybridisierungsexperimente bei einem stetigen Durchfluss des Probenmateriais ent- 
lang der Oberflache des Arrays ausgefuhrt werden. 

Um qualitativ und quantitativ korrekte Ergebnisse zu erhalten, sollten die Proben- 
30 strange exakt komplementSr zu den Sonden sein und eine genaue Einstellung der 
physikalischen Bedingungen (Temperatur, Salz, etc.) aufweisen. Kon-ekt In diesem 
Zusammenhang bedeutet, dass moglichst nur exakt komplementare Strange gebun- 
den werden und dass sich die Reaktion im Gleichgewlcht beflndet. Denn nur dann 
kann analytlsch korrekt quantifiziert werden, well je Zeiteinheit ebenso viele Reakti- 
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onspartner assoziieren wie dissoziieren. Hier liegt somit ein dynamisches Gleichge- 
wicht vor. Das heiSt, dass die Schmelztemperatur Tm des jeweiligen Hybrides einge- 
stellt ist. 

5 Bei einem komplexen Mikroarray ist es kaum moglicli, jede einzelne Hybridisierungs- 
reaktion (in jedem Messpunkt bzw. Spot) im Gleichgewicht zu messen, da sich die 
Sequenzen und damit ilnre Sclimeiztemperaturen Tm stets leicht unterscheiden. Die 
Vorliersage der Schmelztemperatur ist moglicfi, wobei die experimentelle Bestim- 
mung durch die Unzulangliclikeit der Vorhersage, Sequenzspezifitaten oder thermo- 
10 dynamische Randbedingungen von der Vorhersage abweicht. VerfCigbare Software 
zur Vorhersage von Schmelztemperaturen von DNA-Sequenzen fur Mikroanrays sind 
z. B. Rouiilard, JM. et al. (Nucleic Acids Research 2003, 31: 3057-3062): OllgoAr- 
ray2.0: design of oligonucleotide probes for DNA microarrays using a thermodynamic 
approach; Nielsen. HB. etal. (Nucleic Acids Research 2003, 31: 3491 -3496); Li. F. & 
„ 1 5 GD Stormo (Bioinformatics 2001 , 1 7: 1 067-1 076). 

Besonders bei der automatisierten Abarbeitung, die die Probenapplikation, Hybrldi- 
sierungsschritte und Waschprozeduren umfasst, stellt sich oftmals das Problem, 
dass Abweichungen im Ergebnis der Signalintensitaten sowohl biologischen Ur- 

20 sprung in der Probe haben konnen, ais auch darauf beruhen konnen, dass die physi- 
kalischen und chemischen Randbedingungen nicht korrekt eingehalten worden sind. 
Dies hat zur Folge, dass die Auswertung entsprechender Signale mit einer erhebli- 
chen Unsicherheit behaftet ist. Derartige physikalische und chemische Randbedin- 
gungen konnen zum einen vorrichtungsspezifische Merkmale, wie die Geometrie der 

25 Hybridisierungskammer, oder verfahrensspezifische Merkmale sein, wie die Tempe- 
raturfuhrung am Array, eventuelies Agitieren des Probenmaterials, wie das Proben- 
material appliziert wird oder wie das Array gespult, gewaschen oder getrocknet wird. 
Die Ergebnisse kSnnen auch von dem verwendeten Puffer, Salz und der Art und 
Weise wie das Probenmaterial und sonstige Reagenzien pipettiert worden sind, ab- 

30 hangen. Des weiteren konnen.die Signale in Abhangigkeit von der verwendeten Vor- 
richtung von weiteren physikalischen Parametern abhangen, z.B. der Durchflussge- 
schwindigkeit (vgl. US 2003/0162283) oder des angelegten elektrischen Feldes (vgl. 
EP 1 148 119 Al). 
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Es ist somit praktisch nicht moglich, Experimente, die mit unterschiedlichen Vorrich- 
tungen oder mit unterschiedlichier Einstellung der pfiysil^alisclien und chemisclien 
Parameter ausgefulirt worden sind, zu vergieiclien, selbst wenn der gleiche Typ von 
MiI<roarray verwendet werden sollte. 

5 

Es besteht daher ein erhebiicher Bedarf, ein entsprechendes System zur Durchfiih- 
rung von Hybridisierungsexperimenten zu validieren bzw. zu kalibrieren, damit die 
erlialtenen Signale vergleiclibar sind und Abweicliungen im Ergebnis einen sicheren 
Ruckschluss auf die biologische Probe zulassen. 

10 

Aus 

- SASIK, R. u.a.: Statistical analysis of high-density oligonucleotide arrays: a multipli- 
cative noise model. Bloinfonnatics (2002) 18 (12) 1633-40, 

-der WO 00/22173 A1, 
,15 - HELD, G.A. u.a.: Modeling of DNA microarray data by using physical properties of 
hybridization. Proc. Natl. Acad. Scl. USA (24.06.2003) 100 (13) 7575-80, und 

- URAKAWA, H. u.a.: Optimization of single-base-pair mismatch discrimination in oli- 
gonucleotide microarrays. Appln. Environ. Microbiol. (Mai 2003) 69 (5) 2848-56 
gehen Mikroarrays hervor, die Sonden, die mit einem bestimmten Zielmolekul perfekt 

20 hybridisieren, und weitere Sonden aufweisen, die mit dem bestimmten ZielmoiekQI 
nIcht perfekt hybridisieren. 

Aus der US 6,490,533 B2 geht ein Scanner zum Abtasten von Hybridisierungssigna- 
len hervor, wobei die Signale normalislert werden. Mit der Normalisierung werden 
25 unterschiedliche Amplituden von Anregungssignalen aufgrund unterschiedlicher opti- 
scher Eigenschaften der Abtastoptik und der Abtastelektronik bei unterschiedlichen 
Wellenlangen kompensiert. 

Die WO 00/52625 beschreibt eine weitere Normalisierung von Daten mittels Soft- 
30 ware. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zu Grunde, Mittel zur Verfugung zu stellen, die 
ein Validieren oder Kalibrieren eines Systems zur DurchfQhrung von mittels Mikroar- 
rays ausgefQhrten Hybridisierungsexperimenten eriauben. 
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Die Aufgabe wlrd durch ein Verfahren mit dem Merkmal des Anspruchs 1 bzw. 2 
durch ein l\/likroarray mit den IVIerkmalen des Anspruchs 3 und durch ein Kit mit den 
Merkmaien des Anspruchs 17 gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung 
sind in den jeweiligen Unteranspriichen angegeben. 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren wird ein Mikroarray zum Validieren und/oder 
Kalibrieren eines Systems zum Durchfuhren von Mikroarray-Experimenten venwen- 
det, aufweisend: 

- zumindest einen ersten IVIesspunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen (PIVI), 
die komplementar zu Zielmolekulen sind und die mit den ZielmolekOlen Hybride aus- 
bilden konnen, die eine Schmelztemperatur Tm(PM) aufweisen, 

- zumindest einen zweiten Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen 
(MM1), die unvollstandig komplementar zu den ZielmolekOlen sind und die mit den 
ZielmolekOlen Fehlhybride ausbilden konnen, die eine Schmelztemperatur Tm(wiMi) 
aufweisen. 

Das erfindungsgemaiSe Verfahren umfasst ferner die Schritte: 

- Durchfuhren eInes Hybridisierungsexperimentes mit dem Mikroarray und den Ziel- 
molekOlen bei Variierung eines bestimmten Parameters, 

- Feststellen der Signalintensitaten in Abhangigkeit der Veranderung des Parameters, 
wobei der Parameterwert bei dem maximalen Unterschied zwischen den Signalinten- 
sitaten der ersten und zweiten Messpunkte der Parameterwert ist, bei dem das Sys- 
tem bezuglich der Hybride in dem ersten Messpunkt annahernd im Gleichgewicht ist, 
und auf den das System kalibriert wird. 

Beim erfindungsgemalSen Verfahren werden somit Hybridisierungsexperimente unter 
bestimmten Reaktionsbedingungen (venwendete Vorrichtung, venwendetes Hybridi- 
sierungsprotokoll, etc.), bei dem ZielmolekOle mit den SondenmolekOlen auf dem 
Mikroarray in Verbindung gebracht werden, die mit diesen Hybride oder Fehlhybride 
ausbilden, durchgefOhrt. Aus der Menge der jeweils gebildeten Hybride und Fehlhyb- 
ride und deren Verhaltnis zueinander lasst sich darauf schlieBen, ob die Reaktions- 
bedingungen dazu geeignet sind, die gewunschten Anforderungen an ein Hybridisie- 
rungsexperiment zu erfOllen. Wenn das der Fall ist, sind die Reaktionsbedingungen 
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(oder das System, die Vorrichtung, das Verfahren) validiert. Vergleicht man die Er- 
gebnisse von verschiedenen Hybridisierungsexperimenten, die bei unterschied lichen 
Reaktionsbedingungen durchgefuhrt wurden, untereinander, kann man diejenigen 
Reaktionsbedingungen auswahlen, bei denen die gewunschten Anforderungen am 
5 besten erfullt sind oder zumindest einen Mindeststandard erfullen. Das erfindungs- 
gemaBe Verfahren ermoglicht die Kalibrierung eines Systems unter realen Versuchs- 
bedingungen. 

Die Aufgabe wird ferner gelost durch ein Verfahren zum Validieren eines Systems 
10 zum Durchfuhren von iVIikroarray-Experimenten mitfolgenden Schritten: 

- Bereitstellen des oben genannten Mikroarrays, 

- Bereitstellen von Zielmolekulen, die zu den Sondenmolekulen (PM) in einem oder 
mehreren ersten Messpunkten des Mikroarrays komplementar sind, und 

- Durchfuhren eines Hybridisierungsexperimentes mit dem Mikroarray und den Ziel- 
- 15 moiekiilen bei Standardparametern bei Verwendung des zu validierenden Systems, 

- Feststellen der Signalintensitaten, wobei die Validierung erfolgreich ist, wenn der 
Unterschied zwischen den Signalintensitaten der ersten und zweiten Messpunkte 
einem vorbestimmten Validierungswert entspricht. 

20 Das erfindungsgemaGe Verfahren ermoglicht die Validierung eines Systems unter 
realen Versuchsbedingungen. Es ermoglicht daruber hinaus auch den Vergleich ver- 
schiedener Systeme untereinander. 

Das erfindungsgemaBe IVIikroarray zum Validieren und/oder Kalibrieren eines Sys- 
25 terns zum Durchfuhren von Mikroarray-Experimenten, umfasst: 

- einen PM-Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen (PM), die komple- 
mentar zu Zielmolekulen sind und die mit den Zielmolekulen Hybride ausbilden kon- 
nen, die eine Schmelztemperatur Tm(PM) aufweisen. 

- einen MM-Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen (MM1), die unvoll- 
30 standig komplementar zu den ZielmolekQIen sind und die mit den Zielmolekulen 

Fehlhybride ausbilden konnen, die eine Schmelztemperatur Tm(MM1) aufweisen, wo- 
bei 

das Mikroarray mehrere PM-Messpunkte mit unterschiedlichen Schmelztemperaturen 
und dazu korrespondierende MM-Messpunkte aufweist und die unterschiedlichen 
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Schmelztemperaturen mindestens einen Bereich von IS^C abdecken. 

Nach einer vorteilhaften Ausgestaltung weist das erfindungsgemaSe MIkroarray au- 
fierdem auf: 

Zumindest einen zweiten einem bestimmten PM-Messpunkt zugeordneten MM- 
Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen (MM2), die unvollstandig kom- 
plementar zu den Zielmolekulen sind, die mit den Zielmolekulen Fehlhybride ausbil- 
den konnen, die sich von den Sondenmolekulen des anderen zum PiVI-IVIesspunkt 
korrespondierenden IVIM-IVIesspunktes unterscheiden und die eine Sclimelztempe- 
ratur Tm(MM2) aufweisen 

Weitere vortelllnafte Ausgestaltung eines erfindungsgemSBen Mikroarrays sind da- 
durch gekennzeichnet, dass die Sondenmolekule ausgeblldet sind aus: DNA, RNA, 
mRNA, cDNA, PNA, tRNA, mRNA, LNA, aRNA, RNA, Proteinen. Antige- 
nen/Antikorper, Peptide, Stereoidlionnone oder andere biologiscli relevante Analyten 

Eine weitere vorteiliiafte Ausgestaltung eines erfindungsgemaSen Mikroarrays ist 
dadurch gekennzeichnet, dass die Sondenmolekule ausgebildet sind aus ex-situ fier- 
gestellten Oligonukleotiden. 

Solche Sondenmolekule konnen gut in Reinform bereitgestellt werden, weshalb die 
Homogenitat von Messpunkten gut gewahrleistet werden kann. Ihre Venvendung 
fuhrt daher auf okonomische Weise zu qualitativ hochwertigen Mikroarrays. 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen eines erfindungsgemaSen Mikroarrays sind da- 
durch gekennzeichnet, dass der Temperaturunterschied AT zwischen der Schmelz- 
temperaturTm(PM)von Hybriden und der Schmelztemperatur Tm(MM1) und/oder 
Tm(MM2) von Fehlhybriden zumindest 0,5°C betragt. 

Ein solches Mikroarray ermoglicht eine besonders genaue und komfortable Kalibrie- 
rung oder Validierung eines Systems zum DurchfOhren von Mikroarray- 
Experimenten. 
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Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen eines erfindungsgemaSen Mikroarrays sind da- 
durch gekennzeichnet, dass der Temperaturunterschied AT zwischen der Schmelz- 
temperatur Tm(PM) von Hybriden und der Schmelztemperatur Tni(MM1) und/oder 
Tm(MM2) von Fehlhybriden zwischen 0,1 °C und 5°C betr§gt. 

Eine bevorzugte Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Mikroarrays ist dadurch ge- 
kennzeichnet, dass jeder Messpunkt auf dem Array mehrfach vorkommt. 

Ein soiches Mikroarray ermoglicht es, lokal Unterschiede von Hybridisierungsreaktio- 
nen in Abhangigkeit der Reaktionsbedingungen bei der Kalibrierung oder Validierung 
eines Systems zu erkennen. 

Vorteilhaft ist ferner eine Ausgestaltung, bei der der PM-IVIesspunkt in unmittelbarer 
Nachbarschaft zum l\/II\/l-l\/lesspunkt beziehungsweise zu dem weiteren MM- 

Messpunkt (MM2) ist. 

Durch die unmittelbare Nachbarschaft der Sonden werden unterschiedliche Reakti- 
onsbedingungen, die an unterschiedlichen Stellen eines Arrays gegebenenfalls auf- 
treten konnen, beispielsweise bedingt durch unterschiedliche Schichtdicken an den 
verschiedenen Enden des Mikroarrays, oder bedingt durch andere UnvvSgbarkeiten, 
auf ein Minimum reduziert. 

Ein Mikroarray mehreren PM-Messpunkten, vorzugsweise mehr ais 2 oder 3 PM- 
Messpunkte, ermoglicht die Durchfiihrung von Kalibrierverfahren oder Validierverfah- 
ren bei einem vergleichsweise groSen Temperaturumfang. 

Vorteilhafterweise ist ein soiches Mikroarray ferner dadurch gekennzeichnet, dass 
der Unterschied der Schmelztemperaturen von Hybriden der Zielmolekule mit dazu 
komplementaren Sondenpunkten unterschiedlicher PM-Messpunkte zumindest 1°C 
bis 10°C betragt. 

Vorteilhafterweise ist ein soiches Mikroarray ferner dadurch gekennzeichnet, dass die 
unterschiedlichen Schmelztemperaturen der unterschiedlichen PM-Messpunkte einen 
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Bereich von mindestens 20°C bis 60°C abdecken. 

Die Aufgabe wird ferner gelost durcli ein Kit zum Validieren und/oder Kalibrieren von 
Systemen zum Durclifuliren von Mikroarray-Experimenten, umfassend: 

- ein erfindungsgemaEes Mikroarray, und 

- zumindest Zielmoiekule, die zu den Sondenmolekiilen (PM) auf dam IVlikroarray 
komplementar sind. 

Eine weitere Ausfulirungsform des erfindungsgemaBen Kits ist dadurcli gekenn- 
zeichnet, dass die Sondenmolekule (PM, IVIIVI) und die Zielmoiekule ausgebildet sind 
aus: DNA, RNA, mRNA, cDNA, PNA, tRNA, mRNA, LNA, aRNA, PNA, Protelnen, 
Antigenen/Antikorper, Peptide, Stereoidhormone oder andere biologisch relevante 
Analyten 

Eine weitere Ausfulirungsform des erfindungsgemaBen Kits ist dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Temperaturunterschied AT zwischen der Scfimelztemperatur 
Tm(PM) von Hybriden und der Schmelztemperatur Tmowiw) von Fehlhybriden zumindest 
0,5 K betragt. 

Im folgenden wird die Erfindung beispielhaft anhand der Zeichnungen naher erlau- 
tert. 

Die Zeichnungen zeigen in 

Figur 1 jeweils schematisch drei mogliche Zustande eines Hybridisie- 

rungsgleichgewiclites zwisclien Sondenmolekiilen und Zielmolekufen, 
sowie daraus resultierende Signalintensitaten, 

Figur 2A eine schematlsche Darstellung des Aufbaus von Sondenmolekulen ei- 
nes erfindungsgemSRen Mikroarrays, 

Figur 2B eine schematische Darstellung des Aufbaus von weiteren Sondenmole- 
kulen eines erfindungsgemaUen Mikroarrays, 
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Figur 3 eine Tabelle, die die Sondenmolekule eines erfindungsgemaBen Mikro- 
arrays auflistet, 

Figur 4A eine schematische Darstellung des Aufbaus eines Zielmolekuls nach 
5 der vorliegenden Erfindung, 

Figur 4B eine schematische Darstellung des Aufbaus weiterer Zielmolekule nach 
der Erfindung, 

10 Figur 5 eine Tabelle, in der unterschiedliche Zielmolekule nach der Erfindung 
aufgelistet sind, 

Figur 6 eine schematische Darstellung der Signalintensitaten in den Mess- 
punkten einer Mehrzahl von erfindungsgemaBen Mikroarrays nach 
1 5 Durchfuhrung eines erfindungsgemaBen Verfahrens, 

Figuren 7A bis 7D jeweils Tabellen, die sich auf jeweils auf einen der in der Figur 6 
dargestellten Mikroarrays bei unterschiedlichen Temperaturen bezieht, 

20 Figur 8 ein Hybridisierungsprotokoll, und 

Figur 9 eine Tabelle, die die Sondenmolekule eines erfindungsgemaBen Mikro- 
arrays und die korrespondierenden unterschiedlichen Zielmolekule auf- 
listet. 



25 



30 



Mikroarrays weisen ein Substrat 1 auf, an dem Sondenmolekule 2 angeordnet sind, 
die mit Zielmolekulen 3 ein Hybrid bilden konnen. In der Regel sind die Sondenmole- 
kule 2 auf dem Substrat 1 in Messpunkten gruppiert, die auch als Spots bezeichnet 
werden. 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren wird ein Mikroarray verwendet, das zumindest 
einen ersten Messpunkt bzw. PM-Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmoleku- 
len (PM; PM = perfect match) auf, die komplementar zu Zielmolekulen sind und die 
mit den Zielmolekulen Hybride ausbilden konnen, die eine Schmelztemperatur Tm 
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(PM) aufweisen, und zumindest einen zweiten Messpunkt bzw. MM-Messpunkt mit 
darin befindlichen Sondenmolekulen (MM1; mm = mismatch), die unvollstandig kom- 
plementar zu den Zielmolekulen sind und die mit den Zielmolekulen Fehlhybride aus 
bilden konnen, die eine Schmelztemperatur Tm(l\/iM1) auiweisen. 

Fehlhybride sind Hybride, die aus einem Sondenmolekul und einem Zielmolekul aus- 
gebildet sind, die nicht exakt komplementar sind. Sind die Sondenmolekule und die 
Zielmolekule aus Oligonucleotiden oder anderen Sequenzen ausgebildet, so weisen 
die Fehlhybride typischerweise eine oder zwei Fehlstellen auf. Die Zielmolekule und 
die Sondenmolekule mussen jedoch keine Sequenz sein. So konnen sie zum Bei~ 
spiel auch aus Antigenen und korrespondierenden Antikorpern ausgebildet sein, die 
auch nach dem Schlussel-Schloss-Prinzip ein Hybrid bilden konnen. Fehlhybride 
werden in diesem Fall durch Sondenmolekule ausgebildet, die nicht exakt zu den 
Zielmolekulen passen, jedoch deren Abweichung so gering ist, dass bei einer Absen- 
kung der Schmelztemperatur Tm(PM) auch eine Hybridisierung moglich ist. Daher 
kann ein Fehlhybrid auch uber seine Schmelztemperatur Tm(MM) definiert sein, die 
mindestens 0,5 "^C kleiner als die Schmelztemperatur Tm(PM) des Hybrides aus kom- 
plementaren Zielmolekul und Sondenmolekul ist. Vorzugsweise ist die Schmelztem- 
peratur Tm (MM) kleiner als 1 °C, 2 °C, 3 °C, 4 ^C, 5 °C bzw. 10 °C als die Schmelz- 
temperatur Tm (PM). 

Bringt man die Oberflache eines erfindungsgemalJen Mikroarrays unter typischen 
Hybridisierungsbedingungen, die dem Fachmann bekannt sind, mit Zielmolekulen in 
Verbindung und wahit man als Hybridisierungstemperatur die Schmelztemperaturen 
(Ti = Tm), so stent sich ein heterogenes Gleichgewicht zwischen den am Substrat 1 
angeordneten Sondenmolekulen PM 2 (feste Phase) und den freien Zielmolekulen 3 
auf der einen Seite und den sich aus den Sondenmolekulen 2 und den Zielmolekulen 
3 bildenden Hybriden 4 mit der Schmelztemperatur Tm ein (Fig. 1 oben). Bei Tm ent- 
spricht die Menge der Hybride der Menge freier Sondenmolekule. Dieser Umstand 
wird durch gleich lange Reaktionspfeile angedeutet. Unterbricht man das Experiment 
an dieser Stelle, so erhalt man in dem Sondenpunkt, in dem sich die Sondenmole- 
kule 2 befinden, eine Signalintensitat la. 
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Fuhrt man dasselbe Experiment bei einer Temperatur T2 durch, die groBer als die 
Schmeiztemperatur ist (T^ > T,). so ist die Hybridisierungsgeschwindigkeit kleiner als 
die Dissoziationsgeschwindigkelt, und es liegen mehr vereinzelte Zielmolekuie 3 und 
Sondenmolekule 2 vor als Hybride 4 vor (Figur 1 Mitte, angedeutet durch unter- 
schiedlich lange Reaktionspfeile). Unterbricht man das Experiment an dieser Stelle 
und wertet man das Mikroarray aus. so detektiert man In einem IVIesspunkt weniger 
Hybnde und erhalt daher sine Signalintensitat lla, die kleiner ist als die im ersten Ex- 
periment gemessene Signalintensitat la. 



10 



15 



20 



25 



30 



Fuhrt man das Experiment bei einer Temperatur T3 durch. die kleiner als die 
Schmeiztemperatur ist. (T3 < T^), so veriauft die Hybridisierungsreaktlon schneller 
als die Dissoziationsreaktion. und zumindest theoretisch musste daraus resultieren 
dass mehr Hybride voriiegen. als EinzelmolekQIe. was zu einer hoheren Signalinten- 
sitat Ilia m dem entsprechenden Messpunkt fuhren sollte. Dies muss nicht immer der 
Fall sein, da Zielmolekuie durch Fehlhybridisierungen mit anderen Sonden dem Re- 
aktionsgemisch entzogen sein kSnnen. 

Die Schmeiztemperatur T„,(PM) von Hybriden zwischen einem ZlelmolekQI und einem 
Sondenmolekul, das komplementar zu dem ZielmolekUl ist, ist grundsatzlich hoher 
als die Schmeiztemperatur T^(MM) eines Fehlhybrides zwischen einem ZielmolekOI 
und einem unvollstandig komplementaren Sondenmolekul. Wenn Ti = T^(PM) ist gilt 
darum zugleich Ti > T„,(MM), woraus fur Hybride eine normale Signalintensitat la re- 
sultiert und fur Fehlhybride eine geringe Intensitat lla. wie In Figur 1 schematisch 
dargestellt. 

Fuhrt man das Experiment bei einer Temperatur T2 > Tm(PM) durch, so folgt daraus 
dass man sowohl fQr die Hybride als auch fQr die Fehlhybride jeweils schwache Sig- 
nalintensitaten erhalt, woraus wiederum folgt, dass sie sich weniger stark voneinan- 
der unterscheiden als die Signalintensitaten bei Tm(PM). 

FQhrt man das Experiment bei einer Temperatur T3 < T„(PM) durch, so liegt diese 
Temperatur T3 naher an der Schmeiztemperatur T,(MM) der Fehlhybride als T2 oder 
Ti, und man erhalt dann fQr die Fehlhybride hohere Signalintensitaten als bei den 
anderen beiden Experimenten. Gegenuber einem Experiment mit der Temperatur Ti 
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nimmt die Signalintensitat des Signals der Hybride aber nicht in dem MaSe zu, wie 
die Signalintensitat des Signals der Fehlhybride, zumal die Bildung von Fehlhybriden 
Zieltnolekiile aus dem Reaktionsgemisch entfernt, die dann fur eine Hybridbildung 
nicht mehr zur Verfugung stehen. Dadurch nimmt der Abstand zwischen diesen bei- 
den Signalintensitaten ab. 

Der Unterschied zwischen den Signalintensitaten von Messpunkten, die Hybride auf- 
weisen. und von Messpunkten, die Fehlhybride aufweisen, ist darum bei einer Tem- 
peratur Ti, die der Schmelztemperatur Tm der Hybride entspricht, am groSten. 

Aus den oben in der Beschreibungseinleitung genannten Grunden ist es fur die Re- 
prod uzierbarkeit und die Aussagekraft von Mikroarray-Hybridlsierungsexperimenten 
wQnschenswert, dass das jewelllge Hybridisierungsexperiment bei erner Temperatur 
durchgefiihrt wird, die annahernd der Schmelztemperatur Tm der denkbaren Hybride 
zwischen den auf den Mikroarray vorhandenen SondenmoIekQIen und den dazu pas- 
senden Zielmolekiilen entspricht. Nur dann, wenn physikalische und chemische Pa- 
rameter eingehalten werden, die die Einstellung eines chemlschen Gleichgewichtes 
ermoglicht, bei dem die Dissoziationsgeschwindigkelt zumindest annahernd der As- 
soziationsgeschwindigkeit entspricht, ist die Menge detektierbarer Fehlhybridislerun- 
gen gering im Vergleich zu der Menge detektierbarer Hybrid isierungen, und nur dann 
lassen sich zuvelrassige qualitative und gegebenenfalls quantitative Aussagen oder 
solche uber die Mengenverhaltnisse von Zielmolekulen in einer biologischen Probe 
machen. 

Die berechneten Schmelztemperaturen von unterschiedlichen SondenmoIekQIen 
(bzw. deren Hybriden mit Zielmolekulen) auf einem Mikroarray sind aus diesem 
Grund im allgemeinen moglichst identisch oder liegen zumindest in einem sehr en- 
gen Temperaturbereich. Diese Temperatur wird Im allgemeinen mit Verfahren nach 
dem Stand der Technik berechnet, wie es oben ausgefQhrt wurde. Diese Berechnun- 
gen gehen von idealisierten Bedingungen aus und es ist nicht moglich, diese Be- 
rechnungen so genau durchzufiihren, dass alle Einflusse, die auf das jeweilige 
Hybridisierungsexperiment wirken konnen, in die Berechnung mit einflieUen. Dazu 
gehoren eine Vielzahl von Parametern, belspielsweise der in einer Hybridisie- 
rungskammer vorherrschende Druck, die Geometrie der verwendeten Hybridisie- 
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rungskammer, die Art und Weise der Auftragung eines Reaktionsgemisches, die Zu- 
sammensetzung des Reaktionsgemisches (Konzentration an Zielmolekulen, darin 
enthaltene Puffer, ph-Wert, etc.), die Reaktionsdauer, usw. 

5 Mit Hilfe des erfindungsgemaBen Mikroarrays lasst sich nun genau ermittein, be! wel- 
chen physikalischen und/oder chemischen Parametern das Gleichgewicht am ehes- 
ten dem gewunschten Gleichgewicht entspricht, also demjenigen, bei dem Assoziati- 
on und Dissoziation mit gleicher Geschwindigkeit vonstatten gehen. 

10 Selbst wenn man immer dasselbe Gerat verwendet, konnen sich auf Grund der Ab- 
nutzung desselben von Experiment zu Experiment erhebliche Unterschiede ergeben, 
beispielsweise auf Grund von Abnutzungserscheinungen, beispielsweise bei einem 
Peltierelement, das nach einer gewissen Betriebsdauer an Leistung verliert, und dar- 
um nach dieser Betriebsdauer ein anderes Temperaturintervall bereitstellt, als zu Be- 

15 ginn seiner Lebensdauer. Aus diesem Grund ist es erforderlich, Systeme zum Hybri- 
disieren entsprechend zu kalibrieren. 

Das erfindungsgemaSe Mikroarray ermoglicht es, ein Verfahren zum Kalibrieren 
durchzufuhren, bei dem das Mikroarray mit ZielmolekQIen, die zu den Sondenmole- 
20 kulen im ersten Messpunkt des Mikroarrays komplementar sind, in Verbindung ge- 
bracht werden und ein bestimmter Parameter, der kalibriert werden soli, bei den 
Hybridisierungsexperimenten kalibriert wird. 

AnschlieBend stellt man die jeweiligen Signalintensitaten in den Messpunkten mit 
25 Hybriden (erste Messpunkte) und in den Messpunkten mit Fehlhybriden (zweite 

Messpunkte) in Abhangigkeit der Veranderung des Parameters fest. Der Parameter- 
wert bei dem maximaien Unterschied zwischen den Signalintensitaten der ersten und 
zweiten Messpunkte ist aus den oben genannten Grunden der Parameterwert, bei 
dem das System bezuglich der Hybride in dem ersten Messpunkt annahernd im 
30 Gleichgewicht ist, das heiSt bei dem das System einen Zustand erreicht, der anna- 
hernd demjenigen der Reaktionsgleichung I in Figur 1 entspricht. 

Da die Temperatur, bei der ein Mikroarrayexperiment durchgefQhrt wird, abhangig ist 
von den auf dem jeweiligen Mikroarray angeordneten Sonden und der daraus resul- 
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tierenden optimalen Hybrldisierungstemperatur fQr ein solches Mikroarray ist es von 
besonderem Vorteil. wenn man ein erfindungsgemSSes Mikroarray verwenden kann 
das mehrere Satze von Messpunkten aufweist, die jeweils zumlndest einen ersten ' 
Messpunkt mit zu Zielmolekulen komplementSren SondenmolekQIen (PM) und einen 
zweiten Messpunkt mit zu den ZielmolekQIen unvollstSndig komplement^ren Son- 
denmolekQIen (MM) aufweisen, wobei die Hybride der ZieimolekQIe mit den komple- 
mentaren Sondenpunkten (PM) der unterschiedlichen Satze jeweils eine andere 
Schmelztemperatur aufweisen, und wobei fur jeden Satz separate Sonden- und 
Zielmolekule vorgesehen sind, die so ausgewahit sind. dass Fehlhybrldisierungen 
Oder Kreuzhybridisierungen zwischen Zielmolekulen eines Satzes und Sondenmole- 
kulen eines anderen Satzes nahezu ausgeschlossen sind. 

Wenn der Unterschled der Schmelztemperaturen von Hybriden der Zielmolekule mit 
dazu komplementaren Sonden unterschiedlioher Satze zumlndest ein Grad Celsius 
betragt. und mit Hilfe dieser Satze ein Bereich zwischen 20X und 60°C abgedeckt 
w.rd so kann der Anwender ein derartiges Mikroarray ven/.enden. um Systeme zum 
Durchfuhren von Hybridisierungsexperimenten zu kalibrieren. die bel einer beliebigen 
Betriebstemperatur zwischen 20°C und 50°C ablaufen. 

Beispielsweise kann der Hersteiler einer Hybridisiervorrichtung. in der die Hybridisie- 
rungsreaktion vollautomatisch ablaufen soil, fur jede denkbare Betriebstemperatur 
zw-schen 20=C und 60=C Parameter wie die Agitationsart der Hybridisierungskam- 
r TI''^"^ Schiohtdicke des Probenmaterials, die Reaktionsdauer usw 
m.t Hilfe des M.kroarrays optimieren und in einem Geratespeicher speichem. der mit 
einer Steuerung verbunden ist, die die Vorrichtung unter BerQcksichtigung der im 

!on!!;hT ^1;'^'"" ^"'""^^"^ "^"^^ ihm ge- 

wunschte Hybnd.s.erungstemperatur eingeben, und die Vorrichtung kann mit Hilfe 

der Steuerung die fur die jeweils gewahlte Hybrldisierungstemperatur giinstigsten 
Parameter automatisch einstellen. 



Mit Hilfe erfindungsgemaSer Mikroarrays lassen sich Hybridisierungsvorrichtungen 
auch nachkahbneren. beispielsweise durch den Hersteiler, oder aber durch den An- 
wender selbst priifen oder nachkalibrieren. 
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Validiert wird ein System, indem man das Mikroarray etwa bei der Schmelztempera- 
tur der Hybride mit Zielmolekulen in Verbindung bringt und die Hybridisierung nach 
einem vorbestimmten Protokoli (siehe Fig. 8) ausfuhrt und anschlieSend feststellt, ob 
der Unterschied zwischen den Signaiintensitaten der ersten Messpunkte mit Hybriden 
5 und der zweiten bzw. dritten Messpunkte mit Fehlhybriden einem vorbestimmten 
Wert entspricht oder diesen ubertrifft. Dieser Wert ist fur jeden Geratetyp vom Her- 
steller des Gerates festzulegen. Wenn ein System diese Bedingung erfullt, so ist es 
korrekt validiert. Ansonsten entspricht das Gerat nicht den Anforderungen. Anhand 
der ermittelten Werte lassen sich verschledene Systeme, also Vorrichtungen 
1 0 und/oder Verfahren zum Hybridisieren untereinander vergleichen, 

Die Validierung lasst sich mit Hilfe eines erfindungsgemassen Mikroarrays mit unter- 
schiedlichen Satzen von Sondenmolekulen bei verschiedenen fur jede Schmelztem- 
peratur, fur die ein Satz auf dem Mikroarray vorgesehen ist, separat durchfuhren. 

15 

Kalibrierung und Validierung lassen sich an unterschiedlichen Stellen eines Mikroar- 
rays gleichzeitig wiederholen. So kann man die ersten, zweiten und gegebenenfalls 
dritten Messpunkte eines Satzes von Sondenmolekulen auf einem Mikroarray an 
unterschiedlichen Stellen wiederholt auftragen. So kann ein Mikroarray vollstandig 
20 von Messpunkten eines oder mehrerer Satze bedeckt sein, die sich in regelmassigen 
Abstanden wiederholen. 

Fuhrt mit einem solchen Chip Hybridisierungsexperimente mit entsprechenden Ziel- 
sequenzen durch, lasst sich ermittein ob physikalische und/oder chemische Para- 
25 meter lokale Unterschiede auf dem Mikroarray verursachen, und fails ja, bei welchen 
Parametern derartige Unterschiede auf ein Minimum reduziert sind. 

Beispielsweise lassen sich Inhomogenitaten mittels eines derartigen Mikroarrays 
leicht nachweisen: an den Stellen, an denen die Temperierung des Mikroarrays Tm 
30 am nachsten kommt, weisen die erfassten Signaiintensitaten der jeweiligen Mess- 
punkte eines Satzes die hochsten Werte auf, und an anderen Stellen niedrigere 
Werte. Durch Variation der Parameter lassen sich diejenigen Parameter ermittein, bei 
denen die Unterschiede zwischen den so ermittelten Werten ansonsten identischer 
Satze auf ein Minimum reduziert sind. 
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Im folgenden wird die Erfindung im Rahmen eines Ausfuhrungsbeispieles naherer- 
lautert. in diesem Ausfuhrungsbeispiel werden Oligonukleotide als Sondenmolektile 
und Zielmolekuie verwendet. Dies ist jedoch keineswegs beschrankend zu verstehen. 
5 Die Erfindung ist gleichermaUen durchfuhrbar mit anderen Arten von Sonden und 
Zielmolekulen, wie beispielsweise DNA, RNA, mRNA, cDNA, PNA, tRNA, mRNA, 
LNA, aRNA, PNA, Proteinen, Antigenen/Antikorper, Peptide, Stereoidhormone oder 
andere biologisch relevante Analyten. 

10 Ausfuhrungsbeispiel 1 

Auf einem epoxybeschichteten Glasobjekttrager (75x25 mm Schott nexterion slide E) 
werden in regelnnaSigen Abstanden Messpunkte aufgetragen, in denen Oligonukleo- 
tide mit einer Gesamtlange von 26 bzw. 30 Nukleotiden und mit einem Aminolink am 
.15 5' Ende vorgesehen sind. Die Oligonukleotidsequenzen entlialten jeweils einen 

Spacer von insgesamt 10 Tymidinen. Die fur die Hybridisierung jeweils relevante Se- 
quenz ist ein 16 bzw. 20mer, Die hybridisierungsrelevante Sequenz ist dabei aus 4 
bzw. 5 Blocken zu je vier Nukleotiden aufgebaut. Zwei der vier Blocke legen den GC- 
Gehalt des Oligonukleotides und damit im wesentlichen dessen Schmelztemperatur 

20 Tm fest, die restlichen Blocke haben einen GC-Gehalt von 50%. Eine schematische 
Darstellung derartiger Sonden sind in Figuren 2A, 2B wieder gegeben. Fig. 2A zeigt 
den schematischen Aufbau einer als GC 67 bezeichneten Sonde, deren Schmelz- 
temperatur bei 67°C liegt. Die Fig. 2B zeigt den schematischen Aufbau zweier weite- 
rer Sonden GC 58 und GC 48, die jeweils eine Schmelztemperatur von SS^'C bzw. 

25 48°C aufweisen. Zu jeder dieser drei Sonden existieren auf dem Mikroarray Sonden, 
die sich um ein Nukleotid (mismatch 1, MM1) bzw. um zwei Nukleotide (mismatch2, 
MM2) von den Sonden unterscheiden. In Figuren 2A, 2B ist der jeweilige Vierer- 
Nukleotid block, in dem ein solches Nukleotid ausgetauscht wurde, schematisch mit 
den Bezeichnungen IVIMI, MM2 dargestellt Die exakten Sequenzen der auf dem 

30 Chip vorgesehenen Sonden sowie deren Bezeichnung ergibt sich aus der Tabelle in 
Fig. 3. Der Nukleotidaustausch erfolgt in dem Vierer-Nukleotidblock, der den GC- 
Gehalt der jeweiligen Mikroarraysonde festlegt. Durch den Nukleotidaustausch wird 
der GC-Gehalt des fVIikroarraysondenmolekuls nicht geandert, der GC-Gehalt der 
mismatch-Sondenmolekule entspricht dem GC-Gehalt der zugehorigen perfectmatch- 
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Sondenmolekule. Zusatzlich enthalt das gespottete Chipset eine Negativkontrolle 
(GC 37). 

Zu den Sondenmolekulen warden Zielmolekule synthetisiert, die perfekt komple- 
5 mentar zu den Sondenmolekulen GC 67, GC 58 und GC 48 sind und die am 5*-Ende 
jeweils Cy3 markiert sind. Es handelt sich um 16 bzw. 20mere (Fig. 4a, Fig. 4b). Die 
Zielnukleinsauren haben die in der Tabelle der Fig. 5 wiedergegebenen Eigenschaf- 
ten. 

10 Auf dem oben genannten Glasslide der Firma Schott werden die jeweiligen Sonden- 
molekule in einer Konzentration von 40 inmol bei einem Spotdurchmesser von etwa 
120 fxm aufgespottet. Es werden vier identische Mikroarrays hergestellt, die Mess- 
punkte in acht Spalten und drei Reihen aufweisen. In den ersten beiden Spalten ei- 
nes jeden Mikroarrays sind dabei Negativkontrollsonden (GC 37) aufgespottet, in den 
. 15 Spalten 3 und 4 sind jeweils perfectmatch-Sondenmolekule PM aufgespottet, in den 
Spalten 5 und 6 jeweils mismatch-SondenmolekQIe MM1, bei denen ein Nukleotid 
ausgetauscht wurde aufgespottet, und in den Spalten 7 und 8 mismatch-Sonden- 
molekQIe MM2, bei denen zwei Nukleotide ausgetauscht wurden aufgespottet. In der 
ersten Reihe sind die jeweiligen Sondenmolekule PM, MM1 und MM2 mit der 
20 Schmelztemperatur 67*'C aufgespottet, in der zweiten Reihe diejenigen mit der 
Schmelztemperatur 58°C, in der Spalte 3 diejenigen mit der Schmelztemperatur 
48°C. Dieses Mikroarray weist somit Messpunkte auf, die einen Temperaturbereich 
zwischen 48°C und 67°C und somit von 19°C abdecken. In Fig. 6 sieht man vier der- 
artige Mikroarrays untereinander angeordnet. 

25 

Ein erstes Mikroarray wird mit einem Reaktionsgemisch versetzt, das alle drei der 5'- 
Cy3 markierten Oligonukleotide GC 67, GC 58 und GC 48 in einer Konzentration von 
jeweils einem Nanomol pro Liter enthalt, bei einer Hybridisierungstemperatur von 
67°C mit Hilfe eines Arrayboosters der Firma Advalytix GmbH, Brunnthal, bei einer 
30 Durchmischungseinstellung am Arraybooster von 26 dbm durchgefiihrt. Die aus die- 
sem Experiment resultierenden Signalintensitaten entsprechen den Signalintensita- 
ten der in der Fig. 6 an erster Stelle dargestellten Mikroarrayoberflache. In einem 
zweiten Mikroarray-Hybridisierungsexperiment bei einer Hybridisierungstemperatur 
von 58*'C wird unter ansonsten gleichen Bedingungen ein Ergebnis erhalten, wie es 
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schematisch in Fig. 6 dem an zweiter Stelle von oben gezeigten l\/lil<roarray ent- 
spriclit. An d fitter Stelle schematisch dargestellt ist das Ergebnis eines entsprechen- 
den Experimentes bei 48°C, und an vierter Stelle eines entsprechenden Experimen- 
tes bei 38°C. Die Tabellen der Fig. 7A bis 7D geben die jeweils gemessenen Signal- 
5 intensitaten in den in der Fig. 6 dargestellten IVIikroarrays bei den Experimenten, die 
bei 67°C (Fig. 7A), 58°C (Fig. 7B), 48°C (Fig. 7C), 38°C (Fig. 7D) durchgefuhrt wur- 
den. 

In der Fig. 6 oben erkennt man das Ergebnis des ersten Hybridisierungsexperimen- 

10 tes bei 67''C. Aus der Fig. 7A sind die entsprechenden Intensitatswerte (Detektion 
von Cy3) aufgelistet. Bei einer Schmelztemperatur von 67°C tragt der Mittelwert der 
Signalintensitat in den Messpunkten, die die Sonde GC 67 aufweisen, 28.507,25 
Einheiten. Die Signalintensitat in dem Messpunkt, der die Sonde GC 67 MM1 auf- 
weist, betragt lediglich 1/100 davon, die Signalintensitat in den Messpunkten, die die 
. 1 5 Sondenmolekule GC 67 MM2 enthalten, ist noch geringer, sie betragt weniger als ein 
1/300 des in dem Messpunkt mit den Sonden GC 67 ermittelten Mittelwertes. Fuhrt 
man dasselbe Experiment bei einer Temperatur von 58°C durch, so liegen die in die- 
sen Messpunkten ermittelten Signalintensitaten weniger weit auseinander. Bei 58°C 
betragt die Signalintensitat in dem Messpunkt GC 67 MM2 etwa ein 1/160 der in dem 

20 Messpunkt GC 67 ermittelten Signalintensitat, und der in dem Messpunkt GC 67 
MM1 ermittelte Wert betragt etwa 1/7 des in dem Sondenpunkt GC 67 ermittelten 
Wertes, Bei 48°C und bei 38°C schlielilich schrumpft der Faktor auf Werte zwischen 
1 ,28 und 1 ,88. Bei 58°C ist der aus den Signalintensitaten der perfectmatch-Sonden 
und den Signalintensitaten der jeweiligen mismatch-Sonden gebildete Faktor fur die 

25 GC 58-Sonden am groUten, wohingegen er bei den anderen Temperaturen fur diese 
Sonden abnimmt. Die gleiche Aussage lasst sich fur die GC 48-Sonden machen, bei 
denen der ermittelte Signalintensitatsunterschied bei einem Hybridisierungsexperi- 
ment, das bei 48°C durchgefuhrt wurde, am groBten ist. Deutlich erkennbar ist dies in 
Fig. 6, wenn man die jeweiligen Reihen der Sonden auf den jeweiligen Mikroarrays 

30 miteinander vergleicht. Der Signalintensitatsunterschied der GC 67-Sonden ist bei 
dem bei 67°C durchgefiihrten Hybridisierungsexperiment am groSten, wie sich an 
dem ganz oben in der Fig. 6 dargestellten Mikroarray im Vergleich zu den ubrigen 
drei Mikroarrays erkennen lasst. Weniger deutlich, aber doch erkennbar, ergibt sich 
dasselbe Bild fur die Sonde GC 58, bei denen der Signalintensitatsunterschied bei 
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dem 58°C-Hybridisiereungsexperiment erkennbar am starksten ist Dasselbe gilt fur 
die GC 48-Sonden, die die groSten Unterschiede bei den SIgnalintensitaten auf dem 
dritten Chip von oben aufweisen, der aus einem Hybridisierungsexperiment resultiert, 
das bei 48°C durchgefuhrt wurde. 

5 

Im Kontrollexperiment schliel2>lich sind Unterschiede im Hybridisierungsverhalten zwi- 
schen den Sonden GC 67, GC 67 MM1, GC 67 MM2 einerseits und den Sonden GC 
58, GC 58 MM1, GC 58 MM2 andererseits kaum auszumachen. Dies unterstreicht 
auf piakative Weise, dass ein Mikroarrayexperiment, das bei physikalischen Para- 
10 metern durchgefuhrt wird, die nicht zur Einstellung eines Gleichgewichtes fuhren, das 
einem Gleichgewicht bei Tm entspricht, kaum Aussagekraft hat. 

Die Fig. 6 gibt damit das Ergebnis eines erfindungsgemaSen Kalibrierungsverfahrens 
wieder, bei dem die Temperatur des Systems wahrend der Hybridisierung (Hybridi- 
^ 15 sierungstemperatur) variiert wurde. Hat man beispielsweise bei einer Vorrichtung, die 
ein Peltierelement aufweist, die elektronische Steuerung dieses Peltierelementes so 
kalibriert, dass es fur Mikroarrays, deren Sonden eine Schnrielztemperatur von 67°C 
aufweist, optimale Ergebnisse liefert, so kann man anschlieSend das Kalibrierungs- 
experiment wiederholen und dabei einen anderen Parameter als die Temperatur va- 
20 riieren, beispielsweise die Durchmischungseinstellung am verwendeten Arraybooster 
im vorliegenden Experiment oder aber den auf das System wirkenden Druck, die 
Schichtdicke des aufgetragenen Reaktionsgemisches, die Art und Weise der Auftra- 
gung des Reaktionsgemisches, die Targetkonzentration, die Pufferkonzentration und 
die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches, sowie beliebige weitere Parameter, 
25 die das Hybridisierungsexperiment und die Einstellung eines Hybridisierungsgleich- 
gewichtes beeinflussen konnen. 

Ausfuhrunqsbeispiel 2 

30 Die Sequenzen eines zweiten Ausfuhrungsbeispieles der auf dem Chip vorgesehe- 
nen Sonden sowie der entsprechenden Zielmolekule sind in Fig. 9 gezeigt. Das Mik- 
roarray des zweiten AusfQhrungsbeispiels ist grundsatzlich genauso ausgebildet wie 
das Mikroarray des ersten AusfQhrungsbeispiels, und unterscheidet sich vom ersten 
Ausfuhrungsbeispiel nur durch die anderen Sondensequenzen. Dieses Ausfuhrungs- 
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beispiei umfasst vier PM-Testpunkte fur die Schmelztemperaturen 61 X, 53°C, 43°C 
und 33°C sowie korrespondierende MMI-Testpunkte und MM2-Testpunkte. Weiter- 
hin ist ein Sondenpunkt fur eine Negativ-Kontrolle vorgesehen. Dieses Mikroarray 
weist somit Messpunkte auf, die einen Temperaturbereich zwischen 33'*C und 61 °C 
5 und somit von 28°C abdecken, Der maximale Temperaturunterschied zwischen zwei 
PM-Testpunkten mit benachbarten Schmelztemperaturen betragt hier 10°C. Dieser 
Temperaturunterschied sollte zumindest nicht groBer als 15°C sein. Es kann auch 
zweckmaBig sein den maximalen Temperaturunterschied zwischen zwei PM- 
Testpunkten mit benachbarten Schmelztemperaturen auf weniger als 10°C, insbe- 
10 sondere auf 8°C bzw. 5°C zu beschranken. 

In den Ausfuhrungsbeispielen werden Cy-3 als Fluoreszenzmarker verwendet, um 
die relative Menge von in Messpunkten gebildeten Hybriden ermittein zu konnen. Es 
konnen aber auch andere Markierungssysteme verwendet werden, die dem Fach- 
. 15 mann bekannt sind, etwa andere Fluoreszenzfarbstoffe, oder auf anderen Detekti- 
onsmechanismen als der Fluoreszenz beruhende Markierungen. 

Ebenso konnen erfindungsgemaSe Mikroarrays anstelle von Nukleinsaurematerial 
auch Proteinmaterialien oder andere Materialien als Sondenmolekule aufweisen, je 
20 nachdem, was fur eine Art von Mikroarray mit dem zu validierenden oder zu kalibrie- 
renden System untersucht werden soli. 

Das erfindungsgemaRe Verfahren kann folgendermaSen zusammengefasst werden: 

a) Verwenden eines Mikroarrays mit 

25 - zumindest einem ersten Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen (PM), 
die komplementar zu Zielmolekuien sind und die mit den Zielmolekulen Hybride aus- 
bilden konnen, die eine Schmelztemperatur Tm(PM) aufweisen. 
- zumindest einem zweiten Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen 
(MM1), die unvollstandig komplementar zu den Zielmolekulen sind und die mit den 

30 ZielmolekQIen Fehlhybrlde ausbilden konnen, die eine Schmelztemperatur Tm(MM1) 
aufweisen, 

b) Verwenden von Zielmolekulen die zu Sondenmolekulen (PM) in einem oder meh- 
reren ersten Messpunkten des Mikroarrays komplementar sind, und 

c) DurchfQhren eines Hybridisierungsexperimentes mit dem Mikroarray und den Ziel- 
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molekulen bei Variierung eines bestimmten Parameters, 

d) Feststellen der Signalintensitaten in Abhangigkeit der Veranderung des Parame- 
ters, wobei der Parameterwert bei dem maximalen Unterschied zwischen den Sig- 
nalintensitaten der ersten und zweiten Messpunkte der Parameterwert ist, bei dem 
5 das System bezuglich der Hybride in dem ersten Messpunkt annahernd im Gleich- 
gewicht ist, und auf den das System kalibriert wird. 
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Patentanspruche 

5 1. Verfahren zum Kalibrieren eines Systems zum Durchfuhren von Mikroarray- 
Experimenten mit folgenden Schritten: 
a) Bereitstellen eines Mikroarrays mit 

- zumindest einem ersten Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen 
(PM), die kompiementar zu Zielmolekulen sind und die mit den Zielmolekulen 

10 Hybride ausbilden konnen, die eine Schmelztemperatur Tm(PM) aufweisen. 

- zumindest einem zweiten Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen 
(MM1), die unvollstandig kompiementar zu den Zielmolekulen sind und die mit 
den Zielmolekulen Fehlhybride ausbilden konnen, die eine Schmelztemperatur 
Tm(MM1) auiweisen, 

. 15 b) Bereitstellen von Zielmolekulen die zu Sondenmolekulen (PM) in einem oder 

mehreren ersten Messpunkten des Mikroarrays kompiementar sind, und 

c) Durchfuhren eines Hybridisierungsexperimentes mit dem Mikroarray und den 
Zielmolekulen bei Variierung eines bestimmten Parameters, 

d) Feststellen der Signalintensitaten in Abhangigkeit der Veranderung des Pa- 
20 rameters, wobei der Parameterwert bei dem maximalen Unterschied zwischen 

den Signalintensitaten der ersten und zweiten Messpunkte der Parameterwert 
ist, bei dem das System bezuglich der Hybride in dem ersten Messpunkt anna- 
hernd im Gleichgewicht ist, und auf den das System kalibriert wird, 

Verfahren zum Validieren eines Systems zum Durchfuhren von Mikroarray- 
Experimenten mit folgenden Schritten: 
a) Bereitstellen eines Mikroarrays mit 

- zumindest einem ersten Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen 
(PM), die kompiementar zu Zielmolekulen sind und die mit den ZielmolekQIen 
Hybride ausbilden konnen, die eine Schmelztemperatur Tm(PM) aufweisen. 

- zumindest einem zweiten Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen 
(MM1), die unvollstandig kompiementar zu den Zielmolekulen sind und die mit 
den Zielmolekulen Fehlhybride ausbilden konnen, die eine Schmelztemperatur 
Tm(MM1) aufweisen, 



25 2. 



30 
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b) Bereitstellen von Zielmolekulen, die zu den Sondenmolekulen (PM) in einem 
Oder mehreren ersten Messpunkten des Mikroarrays komplementar sind, und 

c) Durchfuhren eines Hybridisierungsexperimentes mit dem Mikroarray und den 
Zielmolekulen bei Standardparametern bei VenA/endung des zu validierenden 

5 Systems, 

d) Feststellen der Signalintensitaten, wobei die Vaiidierung erfolgreich ist, wenn 
der Unterschied zwischen den Signalintensitaten der ersten und zweiten Mess- 
punkte einem vorbestimmten Validierungswert entspricht. 

Mikroarray zum Validieren und/oder Kalibrieren eines Systems zum Durchfuh- 
ren von Mikroarray-Experimenten, aufweisend: 

- einen PM-Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen (PM), die kom- 
plementar zu Zielmolekulen sind und die mit den Zielmolekulen Hybride ausbil- 
den konnen, die eine SchmelztemperaturTm(PM) aufweisen. 

- einen MM-Messpunkt mit darin befindlichen Sondenmolekulen (MM1), die un- 
vollstandig komplementar zu den Zielmolekulen sind und die mit den Zielmole- 
kulen Fehlhybride ausbilden konnen, die eine Schmelztemperatur Tm(MM1) 
aufweisen, wobei 

das Mikroarray mehrere PM-Messpunkte mit untersohiedlichen Schmelztempe- 
raturen und dazu korrespondierende MM-Messpunkte aufweist, und die unter- 
sohiedlichen Schmelztemperaturen mindestens einen Bereich von IS^'C abde- 
cken. 

4. Mikroarray nach Anspruch 3, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

dass zu einem PM-Messpunkt zumindest ein zweiter MM-Messpunkt mit darin 
befindlichen Sondenmolekulen (MM2), die unvollstandig komplementar zu den 
Zielmolekulen sind, die mit den Zielmolekulen Fehlhybride ausbilden konnen, 
die sich von den Sondenmolekulen des anderen zum PM-Messpunkt korres- 
30 pondierenden MM-Messpunktes unterscheiden und die eine Schmelztempera- 

tur Tm(MM2) aufweisen. 

5. Mikroarray nach Anspruch 3 oder 4, 
dadurch gekennzeichnet, 



10 3. 
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dass die Sondenmolekule ausgebildet sind aus: DNA, RNA, mRNA, cDNA, 
PNA, tRNA, mRNA, LNA, aRNA, PNA, Proteinen, Antigenen/Antikorper, Pepti- 
de, Stereoidhormone oder andere biologisch relevante Analyten 

5 6. Mikroarray nach einem der Anspruche 3 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Sondenmolekule aus ex-situ hergestellten Oligonukleotiden ausgebil- 
det sind. 

10 7. Mikroarray nach einem der Anspruche 3 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Sondenmolekule aus in-situ hergestellten Oligonukleotiden ausgebildet 
sind. 

15 8. Mikroarray nach einem der Anspruche 3 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Temperaturunterschied AT zwischen der Schmelztemperatur Tm(PM) 
von Hybriden und der Schmelztemperatur Tm(MMI) und/oder Tm(MM2) von 
Fehlhybriden zumindest 0,5°C betragt. 

20 

9, Mikroarray nach einem der Anspruche 3 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Temperaturunterschied AT zwischen der Schmelztemperatur Tm(PM) 
von Hybriden und der Schmelztemperatur Tm(MMI) und/oder Tm(MM2) von 
25 Fehlhybriden zwischen 0,1 °C und 5°C betragt. 

10, Mikroarray nach einem der Anspruche 3 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass jeder Messpunkt auf dem Array mehrfach vorkommt. 



30 



1 1 . Mikroarray nach einem der Anspruche 3 bis 1 0, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der PM-Messpunkt in unmittelbarer Nachbarschaft zu dem bzw. einem der 
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korrespondierenden MM-Messpunkte ist. 



12. Mikroarray nach einem der Anspruche 3 bis 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet 

5 dass die Hybride der Zielmolekulen mit den komplementaren PM-Messpunkten 

jeweils eine andere Schmelztemperatur aufweisen, die sich ausreichend so 
voneinander unterscheiden, dass Fehl- oder Kreuzhybridisierungen zwischen 
unterschiedlichen PM-Messpunkten nahezu ausgeschiossen sind. 



10 13. Mikroarray nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Untersohied der Schmelztemperaturen von Hybriden der Zielmolekule 
mit dazu komplennentaren PM-Messpunkten zumindest 1°C bis 10X betragt. 

15 14. Mikroarray nach Anspruch 1 2 oder 1 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die unterschiedlichen Schmelztemperaturen der unterschiedlichen PM- 
Messpunkte einen Bereich von mindestens 20°C, 25°C, 30°C, 40°C, 50°C bzw, 
60°C abdecken. 



20 



25 



30 



15. Mikroarray nach einem der Anspruche 3 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass zu einem jeden PM-Messpunkt ein korrespondierender MM-Messpunkt mit 
exakt einer Fehlstelle in den Sonden bzgl. der Zielmolekule vorgesehen ist. 

16. Mikroarray nach einem der Anspruche 3 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass zu einem jeden PM-Messpunkt ein korrespondierender MM~Messpunkt mit 
exakt zwei Fehlstellen in den Sonden bzgl. der Zielmolekule vorgesehen ist. 

17. Kit zum Validieren und/oder Kalibrieren von Systemen zum Durchfuhren von 
Mikroarray-Experimenten, umfassend: 

- ein Mikroarray nach einem der Anspruche 3-16, und 
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10 



20 



- zumindest Zielmolekule, die zu den SondenmolekUlen (PM) auf dem Mikroar- 
ray komplementar sind. 

18. Kit nach Anspruch 17, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Sondenmolekule (PM, MM) und die Zielmolekule ausgebildet sind aus: 
DNA, RNA, mRNA, cDNA, PNA, tRNA, mRNA, LNA, aRNA, PNA, Proteinen, 
Antigenen/Antikorper, Peptide, Stereoidhormone oder andere biologisch rele- 
vante Analyten 



1 9. Kit nach Anspruch 1 7 oder 1 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Tennperaturunterschied AT zwischen der Schmelztemperatur Tm(PM) 
von Hybriden und der Schmelztemperatur Tm(MM) von Fehlhybriden zumindest 
15 0,5Kbetragt. 

20. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass ein Mikroarray nach einem der Anspruche 3 bis 16 verwendet wird. 



21. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass ein Kit nach einem der Anspruche 17 bis 19 verwendet wird. 



25 
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38° C 



Sonde 


Mittelwert Cy3 


Stabw 


% +/- 


PM/MM 


GC67 


28049,75 


2197,12 


7,83 




GC67MM1 


21302,00 


4849,96 


22,77 


1,32 


GC67MM2 


21924,75 


8729,10 


39,81 


1,28 


GC58 


37585,75 


6166,83 


16,41 




GC58MM1 


28874,75 


4769,91 


16,52 


1,30 


GC58MM2 


1036,75 


423,02 


40,80 


36,25 


GC48 


17745,75 


2668,69 


15,04 




GC48MM1 


214,50 


23,64 


11,02 


82,73 


GC48MM2 


12,00 


0,00 


0,00 


1478,81 


GC37* 


107,81 


66,30 


61,50 




* 0-Kontrolle 










48° C 




Fig. 7D 






Sonde 


Mittelwert Cy3 


Stabw 


%+/- 


PM/MM 


GC67 


42137,25 


5450,23 


12,93 




GC67M1M1 


30812,50 


14749,88 


47,87 


1,37 


GC67MM2 


22461,25 


7815,19 


34,79 


1,88 


GC58 


48023,00 


10010,84 


20,85 




GC58MM1 


11538,75 


5829,19 


50,52 


4,16 


GC58MM2 


87,75 


30,99 


35,31 


547,27 


GC48 


16626,25 


2744,96 


16,51 




GC48MM1 


63,25 


32,91 


52,03 


262,87 


GC48MM2 


8,25 


1,50 


18,18 


201530 


y— ^ ^ mm J- 

GC37* 


57,93 


27,98 


48,31 




* O-KontroUe 










58° C 




Fig. 7C 






Sonde 


Mittelwert Cy3 


Stabw 


% +/- 


PM/MM 


GC67 


43275,75 


3211,55 


7,42 




GC67MM1 


6241,00 


838,20 


13,43 


6,93 


GC67MM2 


268,25 


24,42 


9,10 


161,33 


GC58 


47969,25 


3584,93 


7,47 




GC58MM1 


285,75 


56,49 


19,77 


167,87 


GC58MM2 


14,25 


1,89 


13,28 


3366,26 


GC48 


840,50 


116,56 


13,87 




GC48MM1 


8,75 


2,63 


30,06 


96,06 


GC48MM2 


3,00 


0,82 


27,22 


280,17 


GC37* 


60,56 


33,32 


55,01 




* O-KontroUe 










67° C 




Fig. 7B 






Sonde 


Mittelwert Cy3 


Stabw 


% +/- 


PM/MM 


GC67 


28507,25 


2527,93 


8,87 




GC67MM1 


279,75 


114,55 


40,95 


101,90 


GC67MM2 


91,75 


63,29 


68,98 


310,71 


GC58 


6189,00 


613,22 


9,91 




GC58MM1 


314,25 


139,47 


44,38 


19,69 


GC58MM2 


31,00 


10,71 


34,54 


199,65 


GC48 


144,00 


109,69 


76,18 




GC48MM1 


15,67 


9,45 


60,33 


9,19 


GC48MM2 


3,00 


1,15 


38,49 


48,00 


GC37* 


31,63 


9,85 


31,15 





• 0-KontroIle 
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Bearbeitungsprotokoll 



1. Hybridisieren: 

Targets: 

Targetkonzentration : 

Hybridisierungstemperatur: 

Hybridisierungspuffer: 

Hybridisierungszeit: 
Mischleistung ArrayBooster™: 



GC67-Hyb3, GC58-Hyb3, GC48-Hyb3 
je 1 nM 

67° C, 58" C, 48° C 

0,9 X Nexterion Hyb (Fa. Schott im Vertrieb von 
PeqLab) 

60 min 

26 dBm 



2. Waschen 

Waschungi: 
Waschung2: 

WaschungS: 



1 0 min 2xSSC 0,2 % SDS 200 ml 
2x5 min 2xSSC 200 ml 
1 0 min 0,2xSSC 200 ml 



anschlieliend sofort durch Abblasen und Abzentrifugieren trocknen, 
3. Scanner! 

Urn den groRten dynamischen Bereich ausnutzen zu konnen sollten von den signal- 
starksten Spot aller Slides eines Experiments einige Pixel (max. 20 %/Spot) in der 
Sattigung des Detektorssein. 



Fig. 8 
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1. Chip-Sonden: 

Design aller Chip-Sonden ohne Negatlv-Kontrolle: 5'-(Amino-C6H1 5T)-(16nt)-3' 

Design des GC28: 5'-(Amino-C6H1 5TH12nt)-3' 



Name 


Sequenz (5' o 3') 




* GC % 


*Tm (60mWINa+) 


"^Molmasse 


GC61 


TTTTTTTTTTTTTTT 


GGACGCCCAGGCTGCC 


81 


61 


4868.2 


GC53 


TT'^TTTTTTTTTTTT 


GGTTACCCTGCTTGGC 


63 


53 


4864.2 


GC43 




TTACGATCTGATCCTT 


' 38 


43 


4822.2 


GC33 


T T ' J-* '-L*'X' T T 'X' T T T 'X* 'X' 'X' 


ATATTTACTATAAGTT 


13 


33 


4869.3 


GC28 




TATACATTGATA 


17 


28 


3643,5 


GC61-MM1 




GGACGCCGAGGCTGCC 


81 


61 


4908.2 


GC53-MM1 


T T TT T 'X"X* T 1* T T 


GGTTACCCTGCTTGGC 


63 


53 


4904.2 


GC43-iVIM1 




TTACGATGTGATCCTT 


38 


43 


4862.2 


GC33-MM1 




ATATTTACAATAAGTT 


13 


33 


4878.3 


GC61 "1^1^12 




GGACGCCGTGGCTGCC 


81 


61 


4899.2 


GG53-MM2 




GGTTACCGAGCTTGGC 


63 


53 


4913.2 


GC43-MM2 




TTACGATGAQATCCTT 


38 


43 


4871.2 


GC33-MM2 




ATATTTAGAATAAGTT 


13 


33 


4918.2 



* Angaben beziehen sich auf Sequenz ohne 1 5T-Spacer. 



2. Hybridisierungs-Targets: 

Design aller Cy-Iabeled Hyb-Oligos: 5'-(Cy3)-(16nt)-3' 



Name Sequenz (5' 3') AG(kcal/mol) AH(kcal/mol) AS (cal /("K mol) Molmasse 

GC61-Hyb3 GGCAGCCTGGGCGTCC 24.6 145.6 374.0 4899.2 

GG53-Hyb3 gccaagcagggtaacc 20.7 135,6 354.4 4900,2 

GC43-Hyb3 AAGGATCAGATCGTAA 17.2 122.5 323.3 4938.3 

GC33-Hyb3 aacttatagtaaatat 12.1 107,2 290.6 4887.3 



Fig. 9 



